















Abstract:  Propolis  is  a  resinous  vegetal  exudate  modified  by  bees,  and  is  interesting  as  a 
preservative  and  potentially  functional  product.  This  work  dealt  with  studying  the  common 
phenolic profiles and antioxidant capacities of 13 bee propolis from different geographical areas. 






acid/g  for  radical‐scavenging  effect  on  hydroxyl  radicals,  and  0.19  mg/mL  for  half  maximal 
inhibitory concentration  (IC50) of antioxidant activity against  superoxide anion  radical. Working 
with  solutions of 10 mg/mL propolis, hyaluronidase  inhibitory activity  ranged between 0% and 
68.20%, being correlated  to  ferulic acid content. ACE  inhibitory effect determined by HPLC was 
higher than 78%, being correlated with catechin and p‐coumaric acid. Therefore, propolis could be 









botanical origin, and climatic  factors  [1]. More  than 300 compounds have been  found  in different 
propolis. Propolis  is mainly  composed  of  40–70%  balsam  (flavonoids  and  phenolic  acids),  1–3% 
essential oils, 20–35% waxes and 5% other substances (most of them coming from pollen or being 
provided by the bees), such as minerals, polysaccharides, and proteins [2]. To make propolis, bees 
use  raw  materials  from  different  botanical  species,  depending  on  the  flora  available  in  each 
geographical area, which determines propolis chemical diversity. The basic plant source of European 











caffeic  acid  phenethyl  ester  (CAPE),  and  cinnamic  acids  and  their  esters  are  included  [6–9]. 
Nowadays, propolis  is used  for  the growth performance  improvement of  livestock, as well as  for 
several purposes in food industry, biomedical applications, oral hygiene and cosmetic products [10]. 
Because  of  its  promising  functional  properties,  there  is  currently  a  growing  interest  in 
commercializing propolis. 
Until  June 2019,  fifteen health claims  related  to bee propolis were  received by  the European 
Commission  [11]  alleging  the  following  effects:  “antioxidant  properties”,  “respiratory  health”, 
“antibacterial  and  antifungal  activities”,  “throat  comfort”,  “gut  health”,  “supports  immune 









So  far, published research on propolis  lacks  the necessary harmonization regarding common 
extraction procedures, common reference standards and, what is more important, common results’ 
expression,  making  it  impossible  data  comparison  among  studies.  Moreover,  literature  on 
antioxidant activity of propolis is mainly focused on one or two general procedures, such as ferric 
reducting  antioxidant  power  (FRAP),  2,2‐diphenyl‐picrylhydrazyl  assay  (DPPH)  and/or  trolox 
equivalent antioxidant  capacity  (TEAC), whose  results are  correlated  [12]. Published  research on 
propolis seldom evaluates antioxidant activity against specific free radicals of physiological interest. 
Thereby, published data  about propolis  antioxidant  capacity  are  insufficient  to  estimate  a broad 
spectrum of the actual propolis antioxidant activity. 
The  aims  of  this  study were:  first,  to  research  possible  common  phenolics’  profiles  of  bee‐
propolis  from  distant  geographical  areas;  second,  to  assess  for  first  time,  a  broad  spectrum  of 
antioxidant capacity by determining TEAC (the most reliable procedure adaptable to measure both 
lipophilic and hydrophilic antioxidants based on a single electron transfer reaction mechanism [12]), 
and  antioxidant  activities  against  hydroxyl  and  superoxide  radicals  that  are  important  from  a 
physiological point of view, and third, to evaluate hyaluronidase and angiotensin converting enzyme 


































Ethanol  extracts  of  the  propolis  samples  were  purified  through  polyvinylidene  difluoride 
(PVDF) 0.45 μm  filters  (WhatmanTM GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and analyzed by high 
performance  liquid  chromatography‐ultraviolet  detection  (HPLC‐UV)  [16,17],  using  a 
chromatograph Varian Pro Star 310  (Varian, Victoria, Australia). 20 μL  sample was  injected. The 
chromatographic separation was carried out on a reversed‐phase Microsorb‐MV 100‐5 C18 column 
(150 × 4.6 mm, 5 μm particle size) provided by Agilent Technologies (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 
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adding 1 mL of acetic acid (20%), adding later 1 mL of thiobarbituric acid (0.8% w/v) in NaOH (50 













at 25  °C during 20 min. Then,  the  reaction was  stopped by adding 0.02 mL of 6 mM CuCl. The 
absorbance was measured at 560 nm against a blank  for each sample where  the enzyme was not 























ACE  inhibitory  activity was  determined  by HPLC‐UV  [22].  The method was  based  on  the 
hydrolysis of N‐hippuryl‐histidyl‐leucine (HHL) into hippuric acid (HA) and His‐Leu (HL) by the 
angiotensin converting enzyme (ACE). Propolis sample (10 μL) was mixed with 30 μL of ACE (60 
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identified peaks were present  in  the samples, which  is usual, due  to  the huge variety of phenols 
described in the literature in propolis around the word [30,39,40–44]. 
With regard to the similarities or differences of our results for individual compounds with those 
of  the  literature  references,  it  is  essential  to point  out  that  the  comparison  is  extremely difficult 
because the concentration units are different. One research gave the results as percentage of peaks’ 
areas [40], while other studies showed the values as μg or mg compound/g propolis extract or balsam 
[30,39,41,43,44], and another one expressed  the results as mg/g, not specifying  if  the denominator 











acid  (1),  caffeic  acid  (2),  catechin  (3),  chlorogenic  acid  (4),  p‐coumaric  acid  (5),  ferulic  acid  (6), 
naringenin + quercetin (7), apigenin + kaempferol (8), pinocembrin (9), caffeic acid phenethyl ester 
(CAPE) + galangin (10). 





















RT (min)    2.81  17.23  18.71  20.17  23.47  27.98  41.64  46.93  53.45  56.63 
NE‐Europe  1  0.3 ± 0.0 a  0.7 ± 0.1 a  29.1 ± 0.5 e  ND  9.5 ± 0.2 bc  11.0 ± 0.2 e  0.4 ± 0.0 a  4.5 ± 0.1 ab  4.6 ± 0.3 b  14.8 ± 0.4 de 
NE‐Europe  2  0.3 ± 0.0 a  2.2 ± 0.1 b  19.8 ± 1.1 d  ND  8.1 ± 0.3 b  7.9 ± 0.3 d  0.5 ± 0.0 bc  15.8 ± 0.9 d  16.5 ± 0.3 d  5.8 ± 0.4 ab 
NE‐Europe  3  ND  6.4 ± 0.5 e  0.9±0.2 a  1.4 ± 0.7 a  2.3 ± 0.6 a  1.4 ± 0.1 abc  0.4 ± 0.0 a  12.7 ± 1.1 cd  56.6 ± 1.1 g  18.9 ± 1.8 e 
NE‐Europe  4  < LQ  1.6 ± 0.0 b  32.9 ± 0.0 f  ND  11.4 ± 0.3 c  6.0 ± 0.2 d  0.6 ± 0.0 cd  0.6 ± 0.9 a  13.9 ± 0.3 d  13.3 ± 0.8 cde 
NE‐Europe  5  < LQ  3.5 ± 0.3 c  3.7 ± 0.4 b  0.8 ± 0.5 a  2.9 ± 0.7 a  3.4 ± 0.3 c  0.4 ± 0.1 a  4.1 ± 2.6 ab  0.4 ± 0.2 a  71.9 ± 2.7 f 
NE‐Europe  6  < LQ  0.8 ± 0.0 a  52.1 ± 1.2 g  ND  7.8 ± 0.2 b  6.3 ± 0.1 d  0.6 ± 0.0 cd  1.4 ± 0.2 a  9.5 ± 0.8 c  2.4 ± 0.1 a 
S America  7  0.3 ± 0.0 a  0.8 ± 0.0 a  ND  0.9 ± 0.0 a  8.1 ± 0.1 b  0.4 ± 0.0 a  3.2 ± 0.1 g  5.5 ± 0.1 ab  1.3 ± 0.1 a  18.0 ± 0.7 e 
S America  8  <LQ  <LQ  20.8 ± 0.1 d  0.2 ± 0.0 a  1.2 ± 0.0 a  0.3 ± 0.0 a  0.5 ± 0.0 b  1.5 ± 0.1 a  <LQ  9.0 ± 0.2 bcd 
SW‐Europe  9  ND  ND  34.1 ± 0.9 f  ND  2.8 ± 0.1 a  0.8 ± 0.0 ab  0.7 ± 0.0 e  5.6 ± 0.3 ab  33.3 ± 1.4 f  7.6 ± 0.5 abc 
SW‐Europe  10  ND  6.0 ± 0.1 e  ND  ND  2.4 ± 0.0 a  1.0 ± 0.0 ab  0.3 ± 0.0 a  6.3 ± 0.5 abc  28.3 ± 0.2 e  13.4 ± 1.0 cde 
SW‐Europe  11  <LQ  6.5 ± 0.3 e  6.3 ± 1.6 c  7.3 ± 4.1 b  12.2 ± 3.2 c  2.9 ± 0.8 bc  1.0 ± 0.1 f  11.4 ± 0.4 bcd  13.7 ± 0.6 d  72.0 ± 3.1 f 
SW‐Europe  12  ND  4.6 ± 0.4 d  1.7 ± 0.4 ab  0.4 ± 0.3 a  2.0 ± 0.2 a  1.9 ± 0.1 abc  0.4 ± 0.1 a  32.2 ± 7.4 e  25.6 ± 2.6 e  13.0 ± 2.7 cde 
SW‐Europe  13  ND  6.6 ± 0.1 e  ND  ND  3.0 ± 0.0 a  2.3 ± 2.8 abc  0.3 ± 0.0 a  4.0 ± 0.2 ab  33.9 ± 1.1 f  110.6 ± 6.0 g 
a–g different letters means significant difference (p < 0.05) for the same phenol compound; LQ: Limit quantification; ND: Not detected; * These compounds elute at 
the same retention time (RT), so they were quantified together. NE: North‐East; S: South; SW: South‐West. 















inhibitory concentration  (IC50)  (mg/mL). Error bars represent  the standard deviation  for each data 
point. 
  







extract. Moreover,  in  one of  the  references  [25],  90%  ethanol was used  for  balsam  extraction,  in 
contrast  to  the  70%  ethanol  used  for  our  present  research.  It was  claimed  that  the  higher  the 
concentration of ethanol was, the higher the antiradical activity of propolis extracts was, being also 
this activity significantly affected by pH of the solvent used [27]. Using 80% ethanol as extracting 





detected  in  our  propolis  samples,  antioxidant  activity  against  ABTS•+  radical was  assessed  for 




of  phenolic  acids  and  flavonoids  derived  from  propolis was  claimed  to  be  dependent  on  their 
structure, number of hydroxyl groups in their molecules, steric effects, position of hydroxyl groups, 
as well  as  the  substituents on  the  aromatic  ring,  the double bond between C‐2  and C‐3  and  the 
presence of  the  4‐oxo group,  among other  factors  [46].  In general, our propolis  samples  showed 











propolis  [16]. Hydroxyl  radical  scavenging  activity was  also  researched  in  other  propolis  using 
different  units  for  the  expression  of  results, what makes  impossible  a  comparison  among  data, 
underlining the urgent need for an agreement regarding methodology and results’ expression. In two 
























reported  for Brazilian propolis  from  stingless bees at 10 mg/mL and a 43.06%  anti‐inflammatory 
activity at 75 mg/mL  [52]. The  literature  shows  that  anti‐inflammatory activity values are highly 
dependent on the concentration of propolis working solutions such that, similar to other parameters 







Figure  3. Mean  values  (n  =  3)  of  hyaluronidase  inhibitory  activity  and ACE  inhibitory  activity, 
expressed as % of inhibition. Error bars represent the standard deviation for each data point. 
3.6. ACE Inhibitory Activity 




Antioxidants 2020, 9, 75  12  of  17 
propolis also showed an ACE inhibition higher than 90% [17]. In comparison with other products, 




propolis  could modulate  the ACE,  providing  an  effective  control  of  hypertension, which  is  an 
important strategy to decrease the risk for cardiovascular diseases. 
In  pharmacies,  the  main  compounds  with  ACE  inhibitory  activity  are  captopril‐related 
antihypertensive drugs. However, these synthetic ACE inhibitors are known to produce cough, skin 
rashes  and  angioedema  [57].  For  this  reason,  it  is  of  paramount  importance  to  research  other 
substances,  especially  natural products  that  could  inhibit ACE  to  some  extent. Most  studies  are 
focussed  in peptides obtained  from different  food proteins,  such as egg white  [58],  soybean  [59], 
seafood  [60,61] and other protein rich  foods. Other studies show  that some phenolic compounds, 
such as flavonoids, also exhibit ACE inhibition activity [62], so flavonoid extracts or products rich in 
flavonoids might be used  against hypertension. With  regard  to propolis,  further  studies  are  still 






antihypertensive  capacity of propolis.  Indeed,  catechin  together with other  flavonoids have been 
described as effective ACE inhibitors [64]. 
3.7. Correlations 
All propolis showed antioxidant, hyaluronidase  inhibitory and ACE  inhibitory activities  that 
could be due to different compounds or to the synergy of different constituents. Different compounds 
were  reported  to display  the  same activity,  sometimes  in  the  same order of magnitude  [1]. Total 
phenolics  exhibited  a  positive  correlation with  total  flavones/flavonols  (r  =  0.7193).  TEAC was 
positively  correlated  with  total  phenolics  (r  =  0.7151)  and  total  flavones/flavonols  (r  =  0.5282), 




activity  against  hydroxyl  radicals  could  be more  related  to  other  propolis  compounds,  such  as 
vitamins, proteins, organic acids, and minerals [2]. Hyaluronidase inhibitory activity was correlated 




with  total  flavanones/dihydroflavonols  (r  =  0.3040).  Samples  with  different  polyphenols’ 
concentrations  showed  an  almost  equal  hyaluronidase  inhibitory  activity,  suggesting  that  these 
compounds were not  the unique  factors  responsible  for  this  activity  [51]. As  for ACE  inhibitory 
activity, in a previous study carried out on honeys no significant correlations were observed between 
ACE inhibitory activity and phenols or antioxidant capacity [53]. In our research on propolis, ACE 
inhibitory  activity was negatively  correlated with  total  flavones/flavonols  (r  =  −0.5451)  and  total 
flavanones/dihydroflavonols  (r  =  −0.5540)  and  positively  correlated with  flavanols  (r  =  0.3766), 















propolis  also  exhibited  quantifiable  values  for  the  sums  of  naringenin+quercetin, 
apigenin+kaempferol  and  CAPE+galangin.  Flavonoids were  found  in  higher  concentration  than 
phenolic acids, with pinocembrin, catechin, caffeic acid phenethyl ester (CAPE), and galangin being 
the main flavonoids. 
Regardless  of  their  origins,  all  propolis  exhibited  strong  TEAC,  hydroxyl,  and  superoxide 
radicals, meaning  that  they  could  be used  to prevent product  spoilage  in  food, pharmaceutical, 
cosmetic, and other companies. They might also play an important physiological role because of their 
capacity to scavenge hydroxyl and superoxide radicals related to cell damage and related diseases. 
Solutions  of  10 mg/mL  propolis  showed  both  hyaluronidase  and ACE  inhibitory  activities. 




Supplementary Materials: The  following  are  available  online  at www.mdpi.com/xxx/s1, Table  S1: Limit of 
detection  and quantification of phenolic  compounds  (mg/mL)  by HPLC‐UV, Table  S2: Antioxidant  activity 
against ABTS•+ radical (μmol Trolox/g) of standard phenolic compounds, Table S3: TEAC values (μmol Trolox/g) 
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